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慢性 乙 型 肝炎 患者 PBMCs 中 ROG、GATA3 和 Tbet mRNA 水 
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摘要 :目的 探讨 慢性 乙 型 肝炎 患者 外 周 血 单个 核 细胞 (PBMC) 中 转录 因子 ROG、GATA3 和 Tbet mRNA 水 平 变化 及 意义 。 方 
法 收集 135 例 慢性 乙 型 肝炎 患者 ( 轻 度 45 例 .中 度 和 2 例 、 重 度 48 例 ) 和 15 例 健康 志愿 者 (正常 对 照 组 ) 的 外 周 血 , 分 离 单个 核 细 
胞 ,提取 总 RNA, 用 实时 定量 PCR 的 方法 检测 ROG、GATA3 和 Tbet mRNA 水平。 应 用 SPSS16.0 软 件 进行 统计 分 析 。 结 果 慢 
性 乙 型 肝炎 轻 度 、 中 度 组 和 重度 组 患者 外 周 血 PBMCs 中 T-bet mRNA 表达 水 平均 明显 高 于 健康 对 照 组 人 群 ,组 内 比较 差异 均 具 
有 统计 学 意义 (P<0.05)。 慢 性 乙 型 肝炎 重度 组 患者 外 周 血 PBMCs 中 ROG mRNA 表达 水 平 明 显 高 于 健康 对 照 组 人 和 群 、 轻 度 组 
和 中 度 组 患者 ,差异 均 有 统计 学 意义 (P<0.05)。 而 轻 度 组 .中 度 组 患者 和 健康 对 照 组 比较 差异 均 无 统计 学 意义 (P>0.05)。 慢 性 
乙 型 肝炎 中 度 组 和 重度 组 患者 外 周 血 PBMCs 中 GATA3 mRNA 表达 水 平 明 显 高 于 健康 对 照 组 人 和 群 和 轻 度 组 患者 ,差异 均 具有 
统计 学 意义 (P<0.05); 而 轻 度 组 和 健康 对 照 .中 度 组 患者 和 重度 组 比较 差异 均 无 统计 学 意义 (P>0.05)。 慢 性 乙 型 肝炎 轻 度 .中 
度 组 和 重度 组 患者 T-bet/GATA3 比值 明显 高 于 健康 对 照 组 人 群 ,差异 均 具 有 统计 学 意义 (P<0.05); 但 3 组 之 间 比 较 差异 无 统计 
学 意义 (P>0.05)。ROG 表 达 水 平 与 GATA3 和 T-bet/GATA3 比值 均 无 相关 性 (P>0.05)。 结 论 ROG、GATA3 和 T-bet 在 慢性 乙 
型 肝炎 患者 外 周 血 PBMCs 中 表达 水 平 上 调 , 并 参与 疾病 的 发 生 和 疾病 进展 。ROG 在 纠正 和 维持 Thl/Th2 的 新 平衡 状态 过 程 
起 重要 作用 。 
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Abstract: Objective To investigate the role of ROG, GATA3 and T-bet in the progression of chronic hepatitis B (CHB). Methods 
The mRNA levels of ROG, GATA3 and T-bet in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 135 patients with CHB 
(including 45 mild cases, 42 moderate cases, and 48 severe cases) and 15 healthy control subjects were detected by real-time 
quantitative PCR. Results The levels of T-bet mRNA in the PBMCs were significantly higher in CHB patients than in the 
healthy controls (P<0.05), and also differed significantly between the 3 groups of CHB patients (P<0.05). ROG mRNA levels 
were significantly higher in severe cases of CHB than in the healthy controls and mild and moderate CHB cases (P<0.05), but 
were similar among the latter 3 groups (P>0.05). The mRNA level of GATA3 in the PBMCs were significantly higher in 
moderate and severe CHB cases than in the healthy controls and mild CHB cases (P<0.05). The T-bet/GATA3 ratio was 
significantly greater in the 3 CHB groups than in the control group (P<0.05) but comparable between the 3 CHB groups (P> 
0.05). ROG levels were not correlated with GATA3 levels or T-bet/GATA3 ratio in the CHB cases. Conclusions The mRNA 
levels of ROG, GATA3 and T-bet in the PBMCs are obviously up-regulated in CHB patients and these 3 genes may participate 
in the progression of CHB. ROG plays an important role in correcting and maintaining the new balance of Th1/Th2. 
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究 % 发 现 随 着 慢性 乙 型 肝炎 患者 肝脏 炎症 的 加 剧 , 工 bet 
和 GATA3 的 表达 呈 反 方向 变化 。 而 GATA3 的 变化 是 
否 与 ROG 的 作用 有 关 ? ROG 是 否 参 与 慢性 乙 型 肝炎 
的 发 生 和 发 展 ” 目 前 国内 外 尚未 见报 道 。 本 课题 通过 
对 慢性 乙 型 肝炎 患者 外 周 血 单 核 细 胞 (PBMCs) | 
ROG .GATA3 和 Tbet mRNA 水 平 检测 ,探讨 3 者 慢性 
乙 型 肝炎 发 病 过 程 中 的 变化 及 作用 , 旨 为 慢性 乙 型 肝炎 
免疫 学 发 病 机 制 提供 新 依据 。 


1 资料 和 方法 
1.1 研究 对 象 和 诊断 标准 

人 研究 对 象 为 在 中 山大 学 附属 第 三 医院 感染 科 住 院 
的 慢性 乙 型 肝炎 患者 总 135 例 ,其 中 男 114 例 , 女 21 例 ， 
平均 年 龄 分 别 为 37.7+8.3 岁 和 45. 5 岁 。 诊断 均 符 
合 中 华 医学 会 肝病 学 分 会 和 中 华 医学 会 感染 病 学 分 会 
颁布 的 《慢性 乙 型 肝炎 防治 GD， 年 版 )"。 根据 
指南 分 3 组 ,其 中 慢性 乙 型 肝炎 轻 度 患者 45 例 .中 度 患 
者 42 例 .重度 患者 48 例 。 正 常 对 照 组 为 15 例 在 我 院 体 
检 中 心 体检 的 健康 人 ,其 中 男性 10 例 ,女性 5 例 ,平均 年 
龄 分 别 为 34.7+9.9 岁 和 36.1+10.8 岁 。 
1.2 标本 采集 和 处 理 

患者 和 健康 人 均 于 早晨 抽取 空腹 肘 静 脉 血 4~6 mL， 
置 于 EDTA-Na 抗 凝 管 中 。 应 用 密度 梯度 离心 法 分 离 和 
纯化 外 周 血 单 个 核 细胞 ,用 TriZol 法 提取 细胞 总 RNA， 
置 于 -20 % 保 存 , 以 备 检测 。 
1.3 肝 功 能 的 检测 

血清 ALT.AST 及 TBil 等 肝 功 能 指标 我 院 检验 科 
采用 美国 Beckman 全 自动 生化 仪 及 其 配套 试剂 检测 。 
1.4 ROG、GATA3 和 T-bet mRNA 的 检测 

采用 Real Time PCR 方 法 检测 ROG、GATA3 和 
Tbet mRNA, 以 B-actin 作 为 内 参 系统 ,采用 同 管 扩 增 
法 :每 管 加 入 目的 基因 上 下 游 引物 各 1 pL, 青 加 入 内 参 
B-actin 上 下 游 引 物 1 ,进行 PCR 反 应 ,条 件 如 下 , 即 
得 到 PCR 产物 。PCR 产物 均 在 1.5% 琼 脂 糖 凝 腕 上 电 
泳 ,在 凝 胶 成 像 系统 中 拍照 分 析 。 目 的 基因 灰 度 值 / 同 
泳 道中 内 参 的 灰 度 值 ,所 得 到 数据 代表 各 细胞 因子 在 外 
周 血 单 核 细 胞 中 的 表达 水 平 。 
1.5 引物 设计 和 扩 增 条 件 

从 GeneBank 检 索 基 因 序 列 , 利 用 Premier 软 件 分 
别 设计 ROG、GATA3、T-bet 和 B-actin 引 物 。ROG 引 物 
序列 为 : 正 向 5-GCAAGGGTTCACAGGCACA-3' 和 反 
向 5-GCTGAGGACAGAGGCTACA-3'。 扩 增 条 件 : 
94.0 C5 min,94.0 C 30 s;57.0 %C 30 s;72.0 °C 30 s;30 
个 循环 ,215 bpp。GATA3 引物 序列 为 : 正 向 5-GTGT 
TACCGTTCACCAGTTGC-3' 和 反 向 5-GCAGGAAT 
AGGGACAAGAAG-3'。 扩 增 条 件 :94.0 %C 5 min,94.0 %C 


30 s; 60.0 C30 s,72.0 % 5 min; 30 个 循环 ,391 bp。 
Tbet 引物 序列 为 : 正 向 5-TGGTGCTGCGTCTTG 
CTTT-3' 和 反 向 5-CTGGCGGGCTGATGGTTAT-3'。 
扩 增 条 件 : 扩 增 条 件 :94.0 % 5 min, 94.0 %C 30 s; 
58.0 C30 s,72.0 % 5 min;30 个 循环 ,233 bp。B-actin 
引物 序列 为 : 正 向 5-CGGGAAATCGTGCGTGACA 
T3' 和 反 向 5-CAGGAAGCAAGGCTGGAAGA-3'。 
扩 增 条 件 : 同 管 扩 条 件 同 目的 基因 ,大 小 为 186 bp。 
1.6 统计 学 方法 

用 SPSS 16.0 软 件 分 析 数 据 。 计 量 资 料 数据 以 均 
数 + 标 准 差 表示 ,组 间 变 量 分 析 采 用 单 因素 方差 分 析 ; 采 
用 Pearson 统 计 学 方法 进行 相关 性 分 析 ; 以 P<0.05 为 差 
异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 各 组 患者 和 健康 对 照 组 人 PBMCs 中 ROG mRNA 
表达 水 平 

慢性 乙 型 肝炎 重度 组 患者 外 周 血 PBMCs 中 
ROGmRNA 表达 水 平 明 显 高 于 健康 对 照 组 人 群 . 轻 度 
组 和 中 度 组 患者 ,差异 均 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 而 
轻 度 组 .中 度 组 患者 和 健康 对 照 组 组 间 比 较 差 异 均 无 统 
计 学 意义 (P>0.05, 表 1)。 
2.2 各 组 患者 和 健康 对 照 组 人 PBMCs 中 
GATA3mRNA 表达 水 平 

慢性 乙 型 肝炎 中 度 组 和 重度 组 患者 外 周 血 PBMCs 
中 GATA3 mRNA 表达 水 平 明 显 高 于 健康 对 照 组 人 和 群 
和 轻 度 组 患者 ,差异 均 具有 统计 学 意义 (P<0.05, 表 1)。 
而 轻 度 组 患者 和 健康 对 照 组 间 比 较 差异 均 无 统计 学 意 
义 (P>0.05, 表 1)。 中 度 组 患者 和 重度 组 比较 差异 均 无 
统计 学 意义 (P>0.05, 表 1)。 
2.3 各 组 患者 和 健康 对 照 组 人 PBMCs 中 Tbet mRNA 
表达 水 平 

慢性 乙 型 肝炎 轻 度 .中 度 组 和 重度 组 患者 外 周 血 
PBMCs 中 工 bet mRNA 表达 水 平均 明显 高 于 健康 对 照 
组 人 群 ,差异 均 具 有 统计 学 意义 (P<0.05, 表 1)。 重 度 组 
患者 Tbet mRNA 表达 水 平 高 于 轻 度 组 和 中 度 组 ,差异 
均 具 有 统计 学 意义 (P<0.05, 表 1)。 中 度 组 患者 T-bet 
mRNA 表达 水 平 高 于 轻 度 组 ,差异 均 具有 统计 学 意义 
(P<0.05, 表 1)。 
2.4 各 组 患者 和 健康 对 照 组 ROG/GATA3 和 Tbet/ 
GATA3 比 较 

慢性 乙 型 肝炎 重度 组 患者 和 健康 组 人 ROG/ 
GATA3 比值 高 于 慢性 乙 型 肝炎 中 度 患 者 ,差异 有 统计 
学 意义 (P<0.05); 轻 度 组 患者 ROG/GATA3 比值 高 于 中 
度 患 者 ,差异 有 统计 学 意义 (P<0.05, 表 1)。 其 他 组 间 对 
比 差异 无 统计 学 意义 (P>0.05)。 慢 性 乙 型 肝炎 轻 度 .中 
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表 1 慢性 乙 型 肝炎 患者 和 健康 对 照 组 PBMCs 中 ROG、GATA3 和 T-bet mRNA 表达 水 平 
Tab.1 mRNA levels of ROG, GATA3 and T-bet in PBMCs of CHB patients and healthy controls (Mean+SD) 


Group n ROG GATA3 T-bet ROG/GATA3 T-bet/GATA3 
Mild CHB 45 0.67+0.15* 0.59+0.19*™ 0.55+0.16°*™ 1.14+0.23™ 0.93+0.21” 
Moderate CHB 42 0.71+0.11* 0.72+0.14*“ 0.64+0.09™*^ 0.99+0.10 人 0.89+0.17” 
Severe CHB 48 0.87+0.08 0.75+0.12** 0.72+0.13*™* 1.16+0.11™ 0.96+0.09™ 
Control 15 0.64+0.19 0.58+0.22 0.46+0.17 1.11+0.26 0.79+0.17 


“P<0.05 vs control group; *P<0.05 vs severe CHB group; "P<0.05 vs moderate CHB group; *P<0.05 vs mild CHB group. 


度 组 和 重度 组 患者 Tbet/GATA3 比值 明显 高 于 健康 对 
照 组 人 群 ,差异 均 具 有 统计 学 意义 (P<0.05); 但 3 组 之 
间 比 较 差异 无 统计 学 意义 (P>0.05, 表 1)。 
2.5 慢性 乙 型 肝炎 患者 ROG 的 表达 水 平 与 GATA3 
mRNA、T-bet mRNA 和 Tbet/GATA3 比值 以 及 GATA3 
mRNA 与 Tbet mRNA 的 相关 性 分 析 

相关 分 析 显 示 慢 性 乙 型 肝炎 患者 外 周 血 PBMCs 
中 ROG mRNA 表达 水 平 与 GATA3 mRNA 和 Tbet/ 
GATA3 比值 均 无 相关 性 (r=0.078 和 0.043, P>0.05) 。 
Tbet mRNA 水 平 与 ROG mRNA 和 GATA-3 mRNA 水 
平 并 无 相关 性 (r=0.234 和 0.258,P>0.05)。 


3 讨论 

目前 对 于 慢性 乙 型 肝炎 的 发 病 机 制 仍 不 完全 明确 ， 
众多 研究 发 现 Th 淋 巴 细胞 及 其 效应 分 子 在 HBYV 的 感 
染发 病 和 疾病 加 重 过 程 中 起 重要 作用 ”"。Thl 淋巴 细 
胞 和 其 相关 细胞 因子 不 但 与 HBV 急性 或 持续 性 肝炎 的 
病毒 清除 有 关 , 而 且 还 与 肝脏 疾病 的 免疫 病理 和 发 病 机 
制 密切 相关 由 ;Tbet 可 促进 Th0 细 胞 向 Thl 细胞 方向 分 
化 ,还 可 诱导 Th2 细胞 向 Thl 细胞 方向 转化 。 本 人 研究 发 
现 HBV 感 染 患 者 外 周 血 PBMC 中 工 bet 表 达 水 平 升 高 ， 
随 着 病情 加 重 , 工 bet 表 达 水 平 逐渐 升 高 。 此 结果 与 国 
内 外 学 者 研究 结果 一 致 ,表明 下 bet 不 但 与 HBV 的 清除 
和 疾病 的 自 限 性 有 关 ,还 与 慢性 乙 型 肝炎 的 整个 发 生 和 
发 展 过 程 *““。 有 研究 "发 现 HBV 的 复制 和 肝脏 损伤 
与 CD*T 淋 巴 细胞 的 耗 竟 有 一 定 相关 ,机 体 通 过 高 表达 
Tbet 减 经 HBV 特异 性 CD*T 淋 巴 细胞 的 耗竭 ,T-bet 通 
过 不 断 调整 PD-1 等 细胞 因子 来 减少 其 对 CD*T 淋 巴 细 
胞 的 耗竭 ,最 终 导致 工 bet 逐 渐 缺 失 。 
GATA3 不 但 可 以 促进 Th0 向 Th2 转 化 ,还 可 以 抑 
制 其 向 Thl 细 胞 的 转化 。 最 近 有 研究 发 现 细 胞 坏死 
溢出 的 核酸 .免疫 复合 物 以 及 组 织 蛋 白 均 可 以 明显 上 调 
GATA3 的 表达 。 本 研究 结果 发 现 慢性 乙 型 肝炎 中 度 组 
和 重度 组 患者 外 周 血 PBMCs 中 GATA3 mRNA 表达 水 
平 明显 高 于 健康 对 照 组 人 群 ;这 与 Yang 等“* 人 研究 发 现 
慢性 乙 型 肝炎 患者 外 周 血 PBMC 中 GATA3 mRNA 的 
表达 水 平 比 正常 健康 人 明显 增高 结果 相同 。 但 是 本 研 


究 也 发 现 慢性 乙 型 肝炎 中 度 和 重度 组 患者 GATA-3 表 
达 水 平 比 轻 度 组 患者 升 高 ;GATA-3 的 表达 水 平 与 随 着 
病情 加 重 逐 渐 升 高 趋势 ;与 Yang 等 研究 发 现 慢 性 乙 
型 肝炎 GATA3 mRNA 的 表达 水 平 与 肝脏 损伤 程度 无 
相关 性 的 结论 不 同 。GATA3 的 表达 与 Tbet 并 无 明显 
相关 性 。 我 们 考虑 原因 可 能 如 下 :其 一 ,研究 样本 量 大 
小 有 关 ; 其 二 , 随 着 肝脏 炎症 加 剧 ,机 体 免疫 反应 增强 ， 
坏死 的 肝 细 胞 溢出 的 核酸 和 免疫 复合 物 上 调 GATA3 的 
表达 。 因 此 慢性 乙 型 肝炎 轻 度 患者 外 周 血 PBMCs 中 
GATA3 mRNA 表达 水 平 比 健康 人 升 高 并 不 明显 。 

ROG 是 一 种 淋巴 细胞 特异 性 基因 ,可 完全 抑制 
GATA3 对 Th2 细胞 因子 IL-4 和 I 耳 -5 启动 子 的 激活 作 
用 ,但 是 对 Tbet 的 功能 无 抑制 作用 "”。 有 研究 “显示 
ROG 通 过 对 Th2 细 胞 免疫 反应 的 负 调 控 影响 T 淋 巴 细 
胞 的 分 化 和 增殖 ， 最 终 在 接触 性 高 敏 反应 ek 

过 程 中 起 重要 作用 。 本 研究 结果 显示 ROG 仪 仅 在 慢 
乙 型 重度 肝炎 患者 外 周 血 PBMC 中 表达 升 高 明显 ， 
度 和 中 度 肝 炎 患 者 中 的 表达 水 平 并 无 明显 升 高 。 因 此 ， 
我 们 推测 随 着 慢性 乙 型 肝炎 病情 加 重 ,机 体 免 疫 由 Thl 
向 Th2 的 漂移 ,ROG 可 迅速 表达 ,并 完全 抑制 GATA3 对 
Th2 细 胞 因子 IL-4 和 IL-5 启 动 子 的 激活 作用 ,最 终 维 持 
机 体内 Th1Th2 的 新 平衡 。 我 们 进一步 研究 发 现 ROG/ 
GATA3 的 比值 在 慢性 乙 型 肝炎 的 发 病 过 程 变 化 无 明确 
规律 性 ,ROG 表 达 水 平 与 GATA3 表 达 水 平 无 直接 相关 
性 ,表明 两 者 的 表达 在 慢性 乙 型 肝炎 发 病 过 程 中 不 同 
步 ,ROG 通 过 抑制 GATA3 的 功能 而 影响 Th2 的 表达 ,但 

影响 GATA3 的 表达 ,没有 直接 证 据 显 示 ROG 影 响 
Thl 的 表达 。 

有 研究 显示 ”急性 乙 型 肝炎 细胞 因子 谱 中 急性 
期 以 Th1 为 主 ,恢复 期 以 Th2 为 主 ,前 者 与 病毒 清除 有 
关 , 后 者 可 维持 HBV 慢性 携带 状态 ,Th1/Th2 的 失衡 与 
HBV 清 除 和 疾病 严重 程度 有 关 。 在 Th1/Th2 细 胞 分 化 的 
众多 因素 中 ,转录 因子 Tbet 和 GATA-3 起 到 重要 作用 ， 
因此 T-betWGATA-3 的 水 平一 定 程度 反映 了 Th1/Th2 的 
水 平 中 。 本 研究 结果 发 现 慢性 乙 型 肝炎 患者 体内 的 
T-bet/GATA-3 的 水 平均 与 健康 人 不 同 , 但 是 Tbet/ 
GATA-3 的 水 并 不 随 疾病 的 加 重 而 存在 差异 ;反映 了 
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Th1/Th2 在 慢性 乙 型 肝炎 的 发 病 过 程 中 一 致 处 于 失衡 

状态 ,但 是 这 种 失衡 并 不 随 病 情 的 加 重 而 出 现 明 显 差 
异 。 根 据 本 研究 结果 ,我 们 推测 ROG、T-bet 和 GATA3 
参与 慢性 乙 型 肝炎 发 病 的 过 程 可 能 如 下 :T-bet 表 达 在 
肝脏 炎症 初期 开始 并 逐渐 增多 ,Thl 处 于 优势 ,有 利于 
机 体 清 除 病毒 的 同时 导致 肝 细 胞 损伤 加 重 ,T-bet 逐渐 
耗竭 ,Th1/Th2 逐渐 失衡 ;机 体 通 过 各 种 调控 通路 促使 
GATA3 的 表达 和 Th2 细 胞 分 化 ,防止 Th1/Th2 失 衡 加 
重 ; 同 时 机 体 又 通过 ROG 的 过 表达 负 向 调控 Th2 细 胞 
分 化 ,纠正 和 调整 Th1/Th2 的 水 平 ,最 终 维 持 Th1/Th2 
的 相对 平衡 ,最 终 达 到 清除 病毒 的 同时 ,最 大 程度 减轻 
肝脏 损伤 的 目的 ,防止 病情 重症 化 。 

综 上 所 述 , 慢 性 乙 型 肝炎 患者 PBMCs 中 ROG、 
GATA3 和 T-bet 水 平 表达 上 调 , 三 者 均 参 与 了 慢性 乙 型 
肝炎 的 发 病 和 疾病 进展 。 深 入 研究 ROG、GATA3 和 
T-bet 在 慢 乙 肝 发 病 过 程 的 作用 机 制 ,可 为 慢性 乙 型 肝 
炎 的 发 病 机 制 提 供 新 的 理论 和 思 
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